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【摘 要】 目的: 体外研究 Aβ1-42诱导的小胶质细胞炎症反应对海马神经元细胞甲基化 CpG 结合蛋白( Mecp2)

表达的影响。方法: ( 1) 用不同浓度的 Aβ1-42 ( 终浓度分别为 0，5，10，20，30 μmol /L) 处理小胶质细胞系( N9) ，24
h 后取上清液，ELISA 检测每组 N9 细胞培养上清中炎症因子 TNF-α、IL-1β 的含量，选择合适的 Aβ1-42的终浓度。
( 2) 用 Aβ1-42 ( 终浓度为 20 μmol /L) 及 TLＲ4 拮抗剂 TAK-242( 终浓度为 1 μg /ml) 处理小胶质细胞系( N9) ，分为

3 组: 正常对照组( con 组) 、单纯 Aβ1-42处理组( Aβ1-42 组) 、Aβ1-42 处理后 TAK-242 干预组( TAK-242 组) 。24 h 后

取上清液，ELISA 检测每组 N9 细胞培养上清中炎症因子 TNF-α、IL-1β 的含量。( 3) 实验分组同( 2) ，24 h 后收

集培养液，分别干预生长良好的海马神经元细胞系( HT-22 ) 。24 h 后，通过 Western Blot、免疫荧光染色方法检

测每组 HT-22 细胞中 Mecp2 蛋白的表达。结果: ( 1) ELISA 结果显示: 与 con 组相比，Aβ1-42处理后，N9 细胞分泌

的 TNF-α、IL-1β 的表达量随 Aβ1-42浓度的增加而增加( P ＜ 0． 05) 。( 2) ELISA 结果显示: 与 con 组相比，Aβ1-42 组

的 TNF-α、IL-1β 的表达水平明显提高( P ＜ 0． 05) ; TAK-242 组的细胞分泌 TNF-α、IL-1β 水平较 Aβ1-42 组显著降

低( P ＜ 0． 05) 。( 3) Western Blot 结果显示: 与 con 组相比，Aβ1-42组 HT-22 细胞中 Mecp2 蛋白表达明显增加( P ＜
0． 05) ; 与 Aβ1-42组相比，TAK-242 组 HT-22 细胞中 Mecp2 蛋白表达明显减少( P ＜ 0． 05 ) 。( 4 ) 免疫荧光染色结

果显示: 与 con 组相比，Aβ1-42 组 HT-22 细胞中 Mecp2 蛋白表达明显增强; 而与 Aβ1-42 组相比，TAK-242 组 HT-22
细胞中 Mecp2 蛋白表达减弱。结论: Aβ 诱导的小胶质细胞发生炎性反应，导致神经元的损伤，可能是由于这种

炎性反应使得神经元细胞中 Mecp2 蛋白的表达量增加，从而损伤神经元。
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【Abstract】 Objective: The effect of Aβ1-42 induced microglia inflammatory response on the expression of methylated
CpG binding protein ( Mecp2 ) in hippocampal neurons in vitro． Methods: ( 1 ) The treatment of microglia cell line
( N9) with different concentrations of Aβ1-42 ( final concentration of 0，5，10，20，30 μmol /L) ，24 h after the superna-



tant，ELISA detection of each N9 cell culture supernatant in inflammatory factor TNF-α，IL-1β，the choice of Aβ1-42

concentration． ( 2) The treatment of microglia cell line ( N9) with Aβ1-42 ( final concentration of 20 μmol /L) and TLＲ4
antagonist TAK-242 ( final concentration of 1 μg /ml) ． It was divided into 3 groups: normal control group ( group con) ，

simple Aβ1-42 treatment group ( group Aβ1-42 ) and TAK-242 intervention group after Aβ1-42 treatment ( group TAK-242) ．
After 24 h，the supernatant was taken，and the content of the inflammatory factors TNF-α and IL-1β in the culture su-
pernatant of N9 cells in each group was detected by ELISA． ( 3) The experimental grouping is the same as ( 2 ) ，the
culture fluid was collected after 24 h to interfere with the well grown hippocampal neuronal cell line ( HT-22) ． After 24
h，the expression of Mecp2 protein in each HT-22 cell was detected by Western Blot and immunofluorescence staining．
Ｒesults: ( 1) The results of ELISA showed that compared with the con group，after Aβ1-42 treatment，the expression of
TNF-α and IL-1β secreted by N9 cells increased with the increase of Aβ1-42 concentration ( P ＜ 0． 05) ． ( 2) The results
of ELISA showed that compared with the con group，the expression level of TNF-α and IL-1β in Aβ1-42 group was signif-
icantly increased ( P ＜ 0． 05) ; The level of TNF-α and IL-1β secreted in the TAK-242 group were significantly lower
than those in the Aβ1-42 group ( P ＜ 0． 05) ． ( 3) The results of Western Blot showed that compared with the con group，

the expression of Mecp2 protein in the Aβ1-42 group HT-22 cells increased significantly ( P ＜ 0． 05) ． Compared with the
Aβ1-42 group，the Mecp2 protein expression in the HT-22 cells of the TAK-242 group decreased significantly ( P ＜
0． 05) ． ( 4) Immunofluorescence staining showed that compared with the con group，the expression of Mecp2 protein in
the HT-22 cells increased significantly in the Aβ1-42 group，while the expression of Mecp2 protein in the HT-22 cells of
the TAK-242 group was weaker than that of the Aβ1-42 group． Conclusion: Aβ induced inflammatory reaction in micro-
glia can lead to neuronal damage，probably due to the increased expression of Mecp2 protein in neurons and the damage
of neurons．
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Aβ 来源于淀粉样前体蛋白 ( amyloid precursor
protein，APP) 的酶解，是体液中存在的一种正常的可

溶性蛋白。正常情况下，生理浓度的 Aβ 浓度极低，

对神经元具有营养作用，但是在病理情况下，Aβ 浓

度升高，并且由可溶性的形式转变为不可溶性的 β
折叠结构，不易被蛋白酶所降解［1］。小胶质细胞吞

噬 Aβ 并发生炎症反应，释放出炎症因子，能够导致

神经元及其突触结构和功能的破坏。甲基化 CpG
结合蛋白 ( methyl-CpG-binding protein 2，Mecp2 ) 是

一个丰富的染色体蛋白，在哺乳动物的脑组织中表

达最丰富［2］。其正常表达对于成年哺乳动物脑内神

经元存 活 及 突 触 结 构 和 功 能 的 维 持 发 挥 重 要 作

用［3］。研究发现，Mecp2 表达量的改变可以使其不

能够正确的与甲基化 DNA 结合，从而不能对下游靶

基因的表达进行精确的调控，导致 Ｒett 综合征以及

Mecp2 重复综合征的发生［4］。本实验使用 Aβ1-42 体

外诱导 N9 小胶质细胞活化，释放炎症因子，研究小

胶质细胞的炎症反应对海马神经元细胞中 Mecp2 蛋

白表达的影响。

材料和方法

1 材料

小鼠小胶质细胞系( N9 细胞) 及小鼠海马神经

元细胞系( HT-22 细胞) 由本实验室保存。DMEM 高

糖培养基，胎牛血清，胰蛋白酶，TLＲ4 抑制剂 TAK-
242，小鼠 TNF-α 酶联免疫吸附测定试剂盒( 欣博盛

公司) ，小鼠 IL-1β 酶联免疫吸附测定试剂盒( 欣博

盛公司) ，小鼠抗 β-actin 单克隆抗体 ( CMCTAG 公

司) ，小鼠抗 Mecp2 单克隆抗体( Abcam 公司) ，辣根

过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG ( Gene Tex 公司) ，

Aβ1-42 ( ANASPEC 公司) ，ＲAPA 裂解液( 晶彩生物) ，

微型蛋白质电泳和转移系统，凝胶成像系统 ( Bio-
Ｒad 公 司 ) ，酶 标 仪 ( Bio-Ｒad 公 司 ) ，荧 光 显 微 镜

( LEICA 公司) ，DyLight594 标记的羊抗鼠 IgG( Gene
Tex 公司) 。

2 方法

2． 1 Aβ1-42 的配制 将 Aβ1-42 晶体从 － 20℃ 冰箱中

取出，1 mg Aβ1-42晶体用 220 μl 六氟异丙醇( HFIP)

溶解，置于通风橱内使 HFIP 挥发。完全挥发后，会

在瓶壁上留下一层肽膜。然后用 44 μl 的二甲基亚

砜( DMSO) 溶解，最后用 DMEM 无血清培养基稀释

至最终所需的浓度，－ 20℃ 保存备用。使用前置于

4℃孵育 24 h。
2． 2 细胞培养 将细胞接种于含 10% 胎牛血清、
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1% 青-链霉素的 DMEM 培养基中，置于 37℃ 5%
CO2 培养箱中培养。2 ～ 3 d 传代一次，取生长状态

良好的细胞进行实验。
2． 3 N9 细胞处理

2． 3． 1 将 N9 细胞接种于 96 孔板内，培养 24 h 后，

加入不同浓度的 Aβ1-42 ( 终浓度分别为 0，5，10，20，

30 μmol /L ) ，继 续 培 养 24 h，收 集 细 胞 上 清 液，

－ 20℃保存备用。
2． 3． 2 con 组不做任何处理，用正常培养基培养;

Aβ1-42组培养基中加入 Aβ1-42 ( 选择 20 μmol /L 为终

浓度 处 理 N9 细 胞 ) ; TAK-242 组 培 养 基 中 加 入

Aβ1-42 ( 终 浓 度 20 mol /L ) 以 及 TAK-242 ( 终 浓 度

1 μg /ml) 。置于细胞培养箱中培养 24 h，收集细胞

的培养液，－ 20℃冰箱保存备用。
2． 4 HT-22 细胞处理 con 组使用正常培养基培养;

Aβ1-42组使用 N9 细胞 Aβ1-42组的培养上清进行培养;

TAK-242 组使用 N9 细胞 TAK-242 组的培养上清进行

培养。置于培养箱中培养 24 h 后，进行相应实验。
2． 5 ELISA 法检测炎症因子 TNF-α、IL-1β 的含量

将每组 N9 细胞的培养液，4℃ 离心机中 1000 r /
min，离心 20 min，取上清液为待测样品备用。按照

ELISA 试剂盒的说明书进行检测，每个样品设 3 个

复孔，显色后用酶标仪在 450 nm 波长测量各孔的光

密度( OD 值) ，绘制标准曲线，求各组样品中 TNF-
α、IL-1β 的浓度。
2． 6 Western Blot 检测 每组 HT-22 细胞处理 24 h
后，于冰上 ＲAPA 裂解细胞提取细胞蛋白，4℃ 离心

机中 10000 ～ 14000 r /min，离心 3 ～ 5 min，取上清，

BCA 法进行蛋白定量。加入上样缓冲液后，100℃煮

10 min 备用。每组取 30 μg 样品，以 β-actin 作为内

参，经凝胶电泳，转膜，使用 5% 脱脂奶粉封闭，于配

置好的一抗( 小鼠抗 Mecp2 单克隆抗体，1∶ 5000; 小

鼠抗 β-actin 单克隆抗体，1∶ 1000) 中 4℃孵育过夜。
然后再于配置好的二抗( 辣根过氧化物酶标记的山

羊抗小鼠 IgG，1∶ 5000) 中 37℃孵育 2 h。洗膜后进

行化学发光，并采集图像，分析条带信息。
2． 7 免疫荧光染色 每组 HT-22 的细胞爬片处理

24 h 后，用 95%的酒精固定 15 min，0． 5% Triton X-
100 处理 20 min，然后山羊血清封闭 30 min，再滴加

配制好的一抗( 小鼠抗 Mecp2 单克隆抗体，1∶ 100 ) ，

4℃冰 箱 内 孵 育 过 夜。次 日，滴 加 配 置 好 的 二 抗

( DyLight594 标记的羊抗小鼠 IgG，1∶ 200) ，37℃孵育

1 h，滴加 DAPI 溶液，避光孵育 15 min，抗荧光淬灭

剂封片后于荧光显微镜下观察并采集图像。
统计学处理: 采用 SPSS 16． 0 软件进行统计分

析，数据均以均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表示，各组间差异

比较采用单因素方差分析( One-Way ANOVA) ，P ＜
0． 05 表示差异有统计学意义。

结 果

1 不同浓度的 Aβ1-42对 N9 细胞释放炎症因子的影响

ELISA 检测不同浓度 Aβ1-42 处理 N9 细胞后，每

组 TNF-α、IL-1β 的表达变化( Fig． 1) 。结果显示: 与

con 组 ( Aβ1-42 终浓度为 0 μmol /L) 相比，其余各组

( Aβ1-42 终浓度为 5，10，20，30 μmol /L) 的 TNF-α 和

IL-1β 的表达水平的差异有统计学意义( P ＜ 0． 05) ;

与 Aβ1-42 10 μmol /L 组相比，Aβ1-42 20 μmol /L 组的

TNF-α 和 IL-1β 的表达水平的差异有统计学意义

( P ＜0． 05) ; 而与 Aβ1-42 20 μmol /L 组相比，Aβ1-42 30
μmol /L 组的 TNF-α 和 IL-1β 的表达水平的差异无

统计学意义( P ＞ 0． 05) 。因此，本实验中 Aβ1-42的浓

度选择为 20 μmol /L。

Fig． 1 Comparison of the concentration of inflammatory factors TNF-α ( A) and IL-1β ( B) in the culture solution of N9 cells treated

with Aβ1-42 with different concentrations． aP ＜ 0． 05 vs con group，bP ＜ 0． 05 vs Aβ1-42 5 μmol /L group，cP ＜ 0． 05 vs Aβ1-42

10 μmol /L group．
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2 Aβ1-42对 N9 细胞释放炎症因子的影响

用 ELISA 方法检测每组 N9 细胞培养上清中

TNF-α、IL-1β 的表达 变 化 ( Fig． 2 ) 。结 果 显 示: 与

con 组 相 比，Aβ1-42 组 的 N9 细 胞 炎 症 因 子 TNF-α

( Fig． 2A) 、IL-1β ( Fig． 2B) 的表达量明显升高 ( P ＜
0． 05) ; 与 Aβ1-42组相比，TAK-242 组的 N9 细胞炎症

因子 TNF-α( Fig． 2A) 、IL-1β( Fig． 2B) 的表达量明显

降低( P ＜ 0． 05) 。

Fig． 2 Comparison of the concentration of inflammatory factors TNF-α ( A) and IL-1 β ( B) in the N9 cell culture medium of each

group． aP ＜ 0． 05 vs con group，bP ＜ 0． 05 vs Aβ1-42 group．

3 Aβ1-42使小胶质细胞活化对神经元细胞中 Mecp2
蛋白表达的影响

用 Western Blot 方 法 检 测 每 组 HT-22 细 胞 中

Mecp2 蛋白表达的变化 ( Fig． 3 ) 。结果显示: 与 con
组相比，Aβ1-42组的 HT-22 细胞中 Mecp2 蛋白的表达

量明显增加 ( P ＜ 0． 05 ) ; 与 Aβ1-42 组相比，TAK-242
组的 HT-22 细胞中 Mecp2 蛋白的表达量明显减少

( P ＜ 0． 05) 。
用免 疫 荧 光 染 色 法 检 测 每 组 HT-22 细 胞 中

Mecp2 蛋白表达的变化 ( Fig． 4 ) 。结果显示: 与 con
组相比，Aβ1-42组的 HT-22 细胞中 Mecp2 蛋白的表达

增强; 与 Aβ1-42 组相比，TAK-242 组的 HT-22 细胞中

Mecp2 蛋白的表达减弱。

Fig． 3 Expression of Mecp2 protein in HT-22 cells of each group． aP ＜ 0． 05 vs con group，bP ＜ 0． 05 vs Aβ1-42 group．

讨 论

Aβ 来源于 β-和 γ-分泌酶裂解的淀粉样蛋白前

体［5］，存在于脑脊液和血液中，是体液的正常组成成

分。正常情况下，脑内 Aβ 的生成和降解处于一种平

衡状态［6］。但在病理状态下，Aβ 水平显著升高，产

生 Aβ1-40以及 Aβ1-42 两种形式，其中 Aβ1-42 的含量较

少但神经毒性强，且易聚集［7］，引起蛋白质以及膜性

结构的损伤。有研究发现，在对大鼠海马注射 Aβ1-42

后，HE 染色结果可见海马细胞体积变小，并出现核

固缩现象［8］，导致神经元损伤。小胶质细胞是中枢

神经系统( CNS) 中的第一道也是最重要的一道免疫

防线。小胶质细胞被 Aβ 激活，成为反应性细胞［9］。
活化的小胶质细胞可以使下游炎症因子的释放量增

加，加重神经元损伤［10］。韦美丹等［11］研究发现，将

神经干细胞与小胶质细胞共培养，加入 Aβ1-42 处理

后，神经干细胞自我更新能力及多向分化潜能明显

被抑制，证实了 Aβ1-42能通过小胶质细胞而加强对神

经细胞生存的抑制。有研究发现，Aβ 与小胶质细胞

上的 TLＲ4 结合，启动 MyD88-NFκB 信号通路，促使

小胶质细胞活化导致炎症反应［12］。也有研究发现，

Aβ 激活小胶质细胞后，TLＲ4 蛋白以及与其相关的
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TNF-α，IL-1β，IL-10 等 炎 症 因 子 的 表 达 均 显 著 上

调［13］。TAK-242 是 TLＲ4 信号通路的特异性抑制

剂。在体实验结果发现，TAK-242 可以透过血脑屏

障，将 TLＲ4 信号通路阻断，从而下调炎症因子的表

达［14］。体外 研 究 也 发 现，TAK-242 可 以 通 过 阻 断

TLＲ4 信号通路，来抑制 Aβ1-42 诱导小胶质细胞产生

的炎症反应，减少炎症因子释放，并减轻神经元损

伤［15］。

Fig． 4 The results of immunofluorescence staining of Mecp2 protein in HT-22 cells of each group． Compared with con group，the ex-

pression of Mecp2 protein in HT-22 cells of Aβ1-42 group increased，compared with Aβ1-42 group，Mecp2 protein expression in

TAK-242 group decreased． Bar = 100 μm

Mecp2 蛋白是一种多功能的核蛋白，它的表达

具有细胞和组织的特异性。在中枢神经系统内，它

主要表达在神经元的细胞 核 内。早 前 研 究 发 现，

Mecp2 基因 功 能 缺 失 型 突 变 可 以 导 致 Ｒett 综 合

征［16］。随后，科学家又发现 Mecp2 过表达( duplica-
tion / triplication) 同样可以使男孩出现严重的孤独症

样表现、智力障碍、反复感染以及过早夭折，称为

Mecp2 重 复 综 合 征 ( mecp2 duplication syndrome，

MDS) ［17］。近年来的研究结果也证实，Mecp2 的过表

达会导致神经系统多种疾病的发生。由此，神经科

学家 意 识 到 精 确 调 控 Mecp2 的 表 达，可 以 实 现

Mecp2 基因对于中枢神经系统的正常发育和神经功

能的维持作用［16］。这些研究表明，Mecp2 的正常表

达对于 维 持 神 经 系 统 的 正 常 发 育 和 功 能 非 常 重

要［18］。
近年的研究结果显示，当 Aβ 聚集为可溶性的寡

聚体时具有神经毒性作用，且毒性作用强于不可溶

性的类淀粉样蛋白物质［19］。有研究发现，Aβ1-42经六

氟异丙醇( HFIP) 作用后，均以单体形式存在，与二

甲基亚砜( DMSO) 共同孵育 24 h 后可见寡聚体［20］。
杨帆［21］等研究也发现，Aβ1-42单体溶于 DMSO，4℃孵

育 24 h 后形成寡聚体，且随着孵育时间的延长，寡聚

体状态会逐渐聚集成纤维体状态，同时证实了 Aβ1-42

的寡聚体较纤维体更具细胞毒性。因此，本实验的

Aβ1-42溶液于 4℃孵育 24 h 后加入培养基中，诱导活

化小胶质细胞。
实验中，以不同浓度的 Aβ1-42 来处理小胶质细

胞，可见小胶质细胞分泌炎症因子 TNF-α、IL-1β 的

水平与 Aβ1-42 的浓度有剂量相关性。但与 Aβ1-42 20
μmol /L 组相比，Aβ1-42 30 μmol /L 组的 TNF-α 和 IL-
1β 的表达水平差异无统计学意义。因此，本实验中

Aβ1-42的浓度选择为 20 μmol /L。用 Aβ1-42 处理后的

小胶质细胞的培养上清液去干预海马神经元细胞，

可以发现神经元细胞中 Mecp2 蛋白的表达量明显增
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加。当加入 TLＲ4 抑制剂 TAK-242，抑制了 Aβ1-42 激

活小胶质细胞的炎症反应后，神经元细胞中 Mecp2
蛋白的表达量减少。这与 Bie 等［3］的研究: Aβ 通过

增强小胶质细胞的炎性反应，明显加强 Mecp2 蛋白

的活性这一结果相一致。这就表明 Aβ1-42 引起的神

经元的损伤，有可能是因为 Aβ1-42导致的小胶质细胞

的炎性反应，增加了神经元中 Mecp2 蛋白的表达量，

从而引起了神经元损伤。而 Mecp2 也是一种重要的

转录抑制因子，它可以与单甲基化 CpG 位点特异性

结合从而抑制基因转录，同时它还可以通过增强

DNA 胞嘧啶甲基化的水平来进一步抑制其转录。
Bie 等［3］的研究也发现，Aβ 使海马神经元的 Mecp2
活性增加，促进 DNA 胞嘧啶甲基化，从而抑制 Neu-
roligin1 表达，导致神经元突触结构和功能的破坏。
由此我们可以认为: Aβ 导致 Mecp2 活性增加，抑制

了能够促进神经元生长的某些蛋白的表达，从而导

致了神经元损伤。但是对于相关机制仍需进一步研

究。
综上所述，本研究发现 Aβ 可以使神经元细胞内

Mecp2 蛋白活性增加，从而导致神经元损伤，这对研

究 Aβ 导致神经系统损伤的机制提供了新的思路和

靶点。
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